Europaisches Pdtentamt 
® ^^jj European Patent Office 

Office europeen des brevets 



(5) Veroffentlichiingsnummer: 



0 147 851 

A2 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



(ST) Anmeldenummen 84116371*0 
@ Anmetdetag: 27.12.84 



© InLCl.^: A 61 K 31/71 

A 61 K 47/00 



@ Piioritst: 23.12.83 HU 450883 

@ Vsroffentlichuhgstag der Anmeldung ; 
10.07.85 Patentblatt 85/28 

(5) Benannte Vertragsstaaien: 
CH DE FR IT LI !ML 

(tt) Anmelder: CHINOIJM Gyogyszer es Vegyesseti Termekek 
Gy^ra RT. 
To utca 1-5 

H<1045 Budapest IV{HU> 

(72) Erfinder: Szeitii, Jozsef, Dr, 
Endr6dtS,u. 38-40 
H^1026Budapest(HU) 

^z) Erfinder: Vikmon, Maria, Dr. geb. Kiraly 
EndrodiS. u. 24 
H.1026 Budapest(HU) 



(72) Erftncier; Stadler, Agnes, Dr. geb. Szoke 
Nepstadionu. 18 
K-1143 BudapestiHU) 

@) Erfinder; Piukovfch.Sandor 
Toth A. setsny 38 
H-1D14 Budapest[HU} 

(72) Erfinder: Inczeirjstvan 
Rakos ut, 225 
H-1155 BudapestlHU) 

^2) Erfrnder: Kuicsar, Gabor, Dr. 
Sziovak u. 100 
H-lie2 Budapest(HU) 

(3) Erfinder: Jarat, Mitdos^Dr. 
Alom U.20 
H-1125 Budapest{HU) 

(3) ErHRder: ZLaftos,.GabrIella,Dr. 
VasarhetYTK.ter13 
H'200D SzQntandre(HU) 

@ Vertreter: Lotterhos^Hans Walter,Dr.-lng, 
Uchtenstemstrasse 3 
D'6000 Frankfurt am Main 1(DE) 



CM 
< 



If) 
00 

IN 



(S) Wasserlosliche Formen von Polyenantibiotika und Verfahren zu ihrer Herstellung. 

(57) Die Erfindung betrlfft neue, wasserlosliche und stabile 
Poiyenantibiotikum-Derivate und ein Verfahren. zu ihrer 
Herstellung. Die neuen Derivate von Polyehanttbiotika sind 
ihre mit -y-Cyclodextrin gebildeten EinschiuRkomplexe, Die 
wasserlostichen Derivate der Polyenantibiotlka werden her- 
gestelit, indem man wasserunlosliche oder in Wasser 
beschrankt ibsliche Poly ana ntibiotika in Gegenwart von 
Wasser unter ROhran mit ^-Cyclodextrin urnsetzt. 
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Wasserlosllohe Pormen von Poly enen-tllstotika und Terfahren 

zu ihrer Herstellung 



Die Srfindung betrifft noue^ TiasaerlojaLiohe tmd stal)lle 
Gormen Ton Pol^enentlbiotlka und ein TerjETehren su ihror Eer-^ 
stelluns« 

Dadiiroh, dafi die bakteriellen Inf ektionen mittols der 
ilntibiotikG ©rfolgreioh zurUckgedrangt irerdon konntGn^ stieg 
die 2ahl der pilzlichen Inf ektionen, und daaiit atellta eiob 
die Prage naoh Praparaten zur ir irks amen Bekampfung fungaler 
Infektionsn, Zum Teil els Polge dor verbreiteton Antibiotikma- 
behandlungen» zum TeilTder "Binnahme oraler Smpf angnisverhxi- 
timssmittel verbreiten aioh die pilziiohen InXoktionen immer 
stirker, Sie sind vor ellem in tropischen und aubtropisoKen 
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Ltadern eln Problem der VolKSfiesun-iieit, 

Elno wtrksame Belcianpfmifi der pilzlichon Inf ektionen 
wtrd duroh den Umstand erschwcrt, dafi es neaentlich weniger 
antifungal wirksame Stofle gibt als antibakxerielle Stoffe. 
Die Polyaaantibiotika worden wegen ihrer starken antifimgalen 
Wirkung verbreitet gegen systeolsche und nicst systemisohe 
Hykoaen eingeaetzt. Bis heute sind in der Literatur etna 
himdert Poly enantibio tike beschrieben worden, prektiache Be- 
deutung habsn jedoch nur einige* 

Fiir die Struktur der Polyenantlbiotika ist charakte- 
ristisob, daB ein Tail des UolekOls verhaltniainafiig hydro- 
phil iflt und zahlreiohe Hydroxy Igruppen enthalt, irahrend die 
andere Halfte dea Kolekiils aus mehrfach unges&.ttigtea hydro- 
phobea Chromopborgruppen bestebt. Beaeicbne=d fiir Polyenanti- 
biotika ist ibre Empflndlichkeit gegen TSBnoe, UV-Licbt, ex- 
treme pH-Werte und insbesondere SauerstofX. Jede Yeraaderung 
der PolyenchroBopbore ist Bit dea Verlust der Wirkung verbun- 
dea. Hit dem Anatieg der Jlnaabl der Doppelbiadunkea wird der 
Hydrophobe Charakter starker, die LSslichkei'. ainkt. Die fto 
die Praxis bedeutaaoen Pol»enantibiotik« sixd in Waaaer prak- 
tiBch unloslich. Bei oraXer Verabreichuji« werden aie kaum oder 
Uberbaupt nicbt reaorbiert, deswegen ist ihre Toxizitat per ca 
veruBBhlaaaigbar gering. 3ei parenxeraler, iisbesonders intra- 
venoser Applikation liegt oedocb inr LD^^-Wert bei nur weni- 
gen =«/kg Korpergewioht (S.tt. Hammond: Biological Activity 
of Polyene Antibiotica. Progreaa in ttedicini.1 Chemiatry, 
Vol. 14, Horth-Hollani Publishing Company. 1977, S. 105). 

Polyenantibiotika warden auch zum Pemhalten der Pilae 
Ton &ewebekultaren, femar in der Le.bensmitxtlinduatrie und 
dar lendirirtschaft gegen pil=licbe 3cbadlir*e ^ingeaetzt. Die 
Anweadung in diesen Eiciitungea iat Jedoch c-rcti die boch- 
gradige ffaaaerunlbslicbkeit der Pclyenentibi = tika beziehungs- 
weise die Instabilitat der aus ihnan bereite-en waBrigen dis- 
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persen S^steme begrenst* 

Die Polyenantibiotike sollten in erater idnie zuaamman 
mit verbreitet ansewende ten Pimgizlden eingesetzt werden, gegexL 
welohe sohon in bedeutendem Mafle Hesiatenz entstanden iat* 
Deshelb muB die fxir Poly enantlbiotika brauchbare Foriculierung 
nicht nur die Wasserloslichkeit erhohen imd die Stabilitat in 
wafiriger Lostmg verbeasern, sondem auch die Kompatlbilitat 
der PolyenantibiotiJca mit anderen Wirkstoffen genahrleisteji. 

Die Polyenantibiotika sind in polaren liosungsmitteln 

n 

Cz.B, DimethyXsulfoscyd, Bimei?hylfoi'maraid, A^hanol usw.) loslicii. 
Warden diese ibsimgen mit Wasaer Yerdunnt, so fSllt das Anti- 
biotiktUQ nicht aus« aber ea entstehen auch keine echten Lo*-* 
'sungen, aondern ein aus nicht dialysierbaren Micellen beatehen— 
des instabiles System (J. Kirachbaum; J, Pharm. Sci, 63 . 1974, 
1981), In derartigen Micellendlapejrsionen txatan die hydro- 
pkoben Teile der ttolakUle miteinander in Kontakt, ^as fiir die 
Polyenchrofflophcre einen geTrissen Schutz bedeutet. 

Wird die Wasserloslichkeit erhoht, so sinkt im allge- 
raelnen die cheiiiaohe Stabilitat des Molekiils* Warden zum Pei- 
• splal Amphotericin B und aeln Kethylester unter identiachen 
Bedingungen trccken gelegerty ao ist ihre Stabilitat gleiqh. 
In TfEjBrigem Medium ist der Methyleater dea Amphotericins 

^edoch wesentlioh labiler als das Grundmolekiil, denn er wird 
ins Waaaer beseer diapergiert, dadurch ist die Polyenchromophor- 
gruppe iteniger geaohUtst (Bonner: J. Antibiot^, 28 , 1975, 132). 

Mit Hatriumdeaoxycholat oder Natriualau2rylsulf at (De- 
tergentien) beziehungsweise mit Natriumborat vurden waaser-* 
Ibsliche Komplexo der Polyenantibiotika erhalten; diese er- 
gaben aber in jedem Falle nur kolloidale Dispersionen. Auch 
durch die Herat ell ung von Coprazipitaten ko/^te die Loalich- 
keit etiraa verbeasert werden; wird zuid Beiapiel Niatatin su— 
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sammoxk mit Polyviijjlpyrrolidoti ausgelallt^ 90 ist seine Los- 

lichkelt 8-10 cal so qtoB^ die Stabilitat a inlet jedoch 

stark Bb (M.B. Dexter: J. Pharc. Pharmacol. 2X, 1975* S. 58) • 

Wegen der Wasserunloalichkeit imd der Instabilitat 
in viaBrlg-dispersen at emeu nar bisher an Anwendimgsarten, 
bei denen stabile «aI3rige Iibsungen erf orderlich sind, nicht 
zu denken Cinjektionsloauugen, lokal anwendbare Ldsuu^en vie. 
Augentropf en, Ohxentropf en, odcr im Prianzensciiutz verapriih- 
bare Losungen). Biaber sind waErige Loaun^en von Polyenanti- 
biotika noch nicht hergestellt warden, nur wafirige Suspenaio- 
non, wie sum Beispiel 10-30 000 S/nl Xein pulverisiertea 
Histatia enthaltende Augentropfen (Martindale: The Extra 
Pharmacopoeia, The Pharmaceutical Press, London, 1977, 649) 

Aus der latere tur iat bekannt, daB bisher jede 
Erhohung der Waaserloalichkoit der Polyenantibiotika mit 
einem Verlust en chemischer Stabilitat bezahlt wurde- 

Uberraschenderwaise wurdc nun gef undent dafl die Los- 
lichkeit der Polyenantibiotika bedeutend (auf das 60-80- 
fache) ansteigt, gloichaeitig ihre chenisoh© und biologi- 
Bche Stabilitat jedooh erhalten bleibt, wenn man sua iimen 
Bit ](^-Cyclodextrin (im folgenden 1p-CD) Komplexe bildet. 
In der Idteratur iat bestshrieben, da£ die Losliohkeit unter- 
scbledlicher Stoff e mit ex:- und B^Cyclodextrin gesteigert 
irerden kann (J* Szejtli: Cyclodextrins and their inclusion 
complexes, Akademia Kiad6, Budapest, 1982), ubsr (J^-Cyclo- 
dextrin sind jedoch nur wenig Aiigaben zu finden* 

Sigeno Versuohe ergaben, daB weder die Lbslichkeit 
noch die Stabilitat der Polyenantibiotika mit <x*- und B-CD 
bedeutend erhoht warden kozmen. Von den zahlreichen Polyen- 
antibiotika wurden das Flavofungin, das Hist a tin und daa 
Amphotericin B ausfiihrlicher untersucht. 
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Das Plavofuaagin wird von Streptoayoee f lavof ui^gini 

produsiert. Es ist eine Icbhaft gelbe, icristallinc Substanz, 

die bei 210 °C achmilzt tuad aua einem 10 jl Gemlach von z^wei 

Kompoaeaten besteht, deren Sunmenformel 0^^H--,0^^ beziehunga- 

3b 58 10 

usise C^^Hg^O^^leutet. Flavof img1 r) verfiigt iiber ein sohr 
breites antif^ungalea Spektrum* Seizie biologiache und toxiko- 
logische Itaterauchuns irird dadurcii erachvrert, daB ea in 
Waaaer praktisch unloslioh ist uixd sich beim Stohen an der 
Luft zersetzt^ aeine biologische VTirkimg verliert, Steht 
JlaTof unglTi sun Beispiel bei RQuiiitec2peratur an der luft, so 
verliert ea lunerlaalb von zwei Wochen 50 % seiner Aktivtt^tp 
Unter Stlckstoff- Oder COg-JLtmoapbMre ist as unaersetzt la^ 
gerbar, Zu elner praktiaohen Anwendung kam ea deshalb biaher 
niobt (Uri et al., 6s t err eichisciie latentacbri^t 2Jr, 
• 215 076). 

In eigenen Yersuchen sur Sriibhung der Loalichieit 
imd der Stabilitat dea Plavof un^ijiB wurde nit drei Treraohie- 
danen Mathoden versuch"t, seinen B-CD-Komplex herzust alien* 
Zuarst ifurden 121 mg Plavofungin in 1,5 ml Chloroform gelbst, 
und die Losung wurde mit ttethanol auf 10 ml aufgefiillt, 
Dann wurden 1,3 g e-Cyclodextrin (Verlust beio Trocknen 13 *) 
bai 60 °C in 28 ml destllliertea Wasser gelost. Zu dieser 
Losung nurda unter Stickstoff bei etandlgeo Riihren tropfen- 
ireiae die vorher bereitete Plavof unginlbsung gegeben* Die 
Losung wurde ^uerst triibe, klSrte aioh abar naoh etwa 5 
Minuten vbllig. Die Lbaung wurde no oh oine halbe Stunde lang 
gerOhrt, daim langsam abgekiihlt, gefroren und lyophilisiert. 
In dem Produkt lagen £-CD und Plavof ungin im Molverhaltnia 
1:0,53 vor, Im zweiton Versach iwurde ein Produkt icit dem 
aolverhaltnis 1:0,4 auf die gleiche Weise, aber bei 40 °C 
hergeatellt, Im dritten Tersuoh wurde das Produkt nicht 
lyophilisiert , sondem durch 12stiindiges Steben bei 0 "^C 
kriBtallisiert . In dieaem Produkt weren 7,S ^ flavof ungin 
enthalten* 
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Die an den Lbeungen der Produkte auJgenpamenen 
UV-AbBorptlonskurven Btlnmten mit der des reinen Plavo- 
f uaglna iibareln. Hach einem Monat Lagerung bei Raumteape- 
ratur und untor LiohtabsohluB war eine bedeutende Vereode- 
rung d«s8 Spelttruins au verzeiohnen. Die Extinktion bei 360 nin 
war abgeaunken, die bei 260 nin hUogegen angestiegea. 

Reines Plavoftmgin beziebsinssweiae die auf die be- ^ 
achriebene Welae HergeateHten B-CD-Konplexe wurden bei 32 C 
untax reinem Sauerstoff 250 Stundan lang gelagert. Pie Sauei^ 
sto«aufnBliiiie dea kompLez gebimdenen ¥irkatoff as betrug etna 
30 * der Saueratoffaufnahoe des re±nen Wirkstofres. Dae 
B-CD kann demnaoh das Flavofmigin nur teilweiae vor der 
Oxydation schiitson. Auch unter dies en Bedingungen war der 
EinfluB des Ssuerstoffea daran zu sehen, dafi das Abaorptiona- 
maxiouiB bei 360 jm Tollig verachirand und sich das 3ild des 
ganzen Spcktruma andsrte. 

Der Plavoltmgin-fi-Cyclodextrin-Xoiaplex erwiea siob 
in Bikrobiologiacben Veraucben geganUber Pilzen als vSllig 
virkungsloa . 

Eb kaim denmaGh f estgestellt warden, dafi zwischen 
fi-Cjclodextrin und PlavoTungin zwar eine Wechaelnirkung ein- 
tritt - andera konnte das waaserunXBaliche FlaTOfUJJgln zu.- 
sammen mit e-Ojolodextrin keine Yolll« klare Lbaimg ergeben - 
der eopf±ndlichste Tetl dea ttolekiila nahraaheinlich aber 
nioht vom 6-Cyolodextr±n eingeaehloaaen wlrd imd sich dea- 
balb eln stabilcr, bioiogiach jedoch aktiver Kottplex aua 
PlaTofungln und B-Cyclodextr±n nicht herstellen laBt. 

Unter dem Aapekt der praktiaohen Anwendbarkeit konnte 
zHiaohen den Polyenantlbiotika und ](^-.CjQlodextrin eine ne- 
aentlich Torteilhaf tare WeobaeXifirkung beobachtet werden. 

Der erate Beweia fiir die WechaelwirJcung zwischen Flavo- 
fungin und ^Cjclodaxtrin iat der betrachtliche Anatieg der 
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LBsliohlceit deo KLavof ungljiB la wfefirigen J'-Cyoled^xtrin- 
IBflangen. 2ur Unttreuobuag dar Walichkeit Kurdaa mSBrigm 
ip-CD-LSsujagen mit«rBohi©dlioher Konzeatratioa hergeotellt: 
di« LaBungen enthlelten 0. 1, 2, 3, 4, 5, 7.5 bealehunssweiae 
10 ^-CD. Zu 3e 1 ml der LSsungen wurden 5 og festes Plavo- 
fuagm seeebea. Die LBaunsaa nurden bal 25 °o 3 Stundea 1bb« 
lateaaiv gasohUttelt. 

Die LSstingea wurden klarf iltriert, dann trnrde apektro- 
pfaotomatrlsoh die Uense das in LtJsuag gesangenen Plavofuijslna 
ernittalt. Die Heasungen zelgtea, dafl sich das PlaTof iingln 
an beaten in 4 56- f-CD enthalteadaa wfiSrigea Liisungen ISat j 
unter dea Bedinguagen der Untarauohung kBnaen Konzentratio- 
nca von etwa 4 jag/ml eralelt warden. Da die Loaliohlcait dea 
Plevolnnglns in Wasser bei 0,05 mg/ml liegt, entsprioht daa 
einem Anatieg der LBaliohkeit aiaf etva daa Acktzigfaeha. Eine 
weitere BrhShnag der p-OD-Konzentration ateigert die LSalioh- 
kelt d«s Plavofungiafl nioht waiter. Die Ergebniaae der Loslich- 
keltaunterauoiiuagen aind in der Tabelle 1 zuaanmengef aSt . 

Tabelle 1 

Loslichkeit dea PlaTofungina ala Pimktioa der ]^-CI>-KoazQiitra- 
tion (25 °C, 3 Stunden Schiitteln) 



J-CD-Konz., % 


Plavof unsln-Konz . , lag/ml 


0 


0,05 


1 


1,0 


2 


1,8 


3 


3.0 


4 


4,0-^,2 


5 


3,8 


7,5 


3,7 


10 


^ 3.8_ 



Die eua dem anf snglich linear en Abschnitt der bei 
25 C auigenoiniDenen Loslicliiceits±sotherme berechnete Bohein- 
bare Stabilitatskonstante dea Komplexea botr^t etwa 3H30. 
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Yiurde aiich bei veracbiedenen Temperatures untersuoht. Die 
PlaYof unginJtonzentration betru^ boi 10 3,3 mg/ml, bei 
30 4^1 Gg/ml und bei 40 °C 3#8 ng/ml. 

Das Kiatatin wird durah Permentation von Strepto- 
pyo9S noursei, albulus Oder S. aureus hergestellt* Es 
ist das in der groiiten Henge eraeiigte Polyenmaicrolid- 
antibiotikum. Das im Handel erh^ltliche Histatin ist keine 
einheitliohe Substanz, sondera ein Gemisoh cheoisch nalie 
vartiandter, mit A^, und Jl^ bezeichneter Komponenten 
(ShorUi et al.i intibiotiti l^, 98? Zi96e7) . Eben deshalb 
sind laolierung und bef riedigende anelytische Kennzeichnung 
der Subatanz sabwicrigi abhangend von Ursprung, Heinheit und 
.Eajiheitlichkeit erhalt man eine .breite Skala physilcaliacher 
und cheaiacher Kigenacharten. 

Histatin ist bei Rsumtemperatur in Wasser und unpolaren 
Losungsmittelzi praktiaah unloslicli, lost aich jedoch gut in 
Pormamid^ Dinethylfonaamidi, Dineth^lsulfoxyd, Pyridin, Athy- 
lenglycol und Propylenglyool. Die Ijbslichkait in polaren 
IBsunesmittelji ateigt in Gegenwert von 10-20 % Waaser bodeu- 
tend an* Zum Beispiel losen sioh in 75 ^igem irafirigeni Athanol 
i ng/ial (Im reinem Athanol 0,55 nig /ml) , in 70 ^igem nafirigem 
Iflopropanol 2,2 mg/ml (in reinem laopropanol 0,62 mg/ml) 
(Trakhtenberg et al.: Antibiotiki 9 ii96Q7j Analytical 
prorilea of drug substances Vol. 6. Academic Press, ITew York 
and London 1977, P* 344). Die maximale LSaliohkeit in Metha- 
nol betragt 9,2-11,2 m&/mX (Weiss et al, » Antibiot. Chemo- 
therapy Z* 3"^* Histatin wird meistens topisoh ge- 
gen Monilia-IndTektionen der Haut, der Kegel und der Schleim- 
haute eingesetzt., Zur Heilung der Candidiase des Kagen-Dara- 
•Traktes wird ea auoh per oa appliziert. Gegen systemische 
Mykosen ist es jedoch wirkungslos, da das per os verabreichte 
Histatin nioht resorbiert irird (soin Blutspiegel ist iiberhaupt 
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nloht mefibar) • 

n 

Ahalich wis im Palle des i'lavof unglns wurde auoh 
riir Kistatin die LbsXichkeit la J -CD-LSsungen untarschied- 
lioher Konzentratlon ermittelt. Die verwendotan wSBrigen 
^ -CD-LSsungen hatten Konzenxrationen von O, i, 2,5, 4, 5, 
6» 7, 8, 9, 10 und 15 %, Pro ml warden 20 og Nistatin zu- 
geaetzt. Die Losiuagan imrden bei 37 °C 10 Kinutan laug ge- 
scbtittelt,^dann wurde ihr Histatlnsehalt spektrophototaetrisch 
bestioiEt. Almlioh wie bel Plevofuagin wurde gefunden, daB 
die LiJaliohlceit des Histatlns in w&Qrlgen ^-GD-lKJBtmgen an- 
Bteigt und in 5 %iger ^j-CD-ioBuiig etwa daa 25faohe, in 
lO^iger ^-CD-LSsung etwa daa ^Ofache dar nrsprimgliohan 
IffasaeriasliohJceit betrfigt. Die KeBergebniase sind in der 
Tabelle 2 zusammezigestellt. 

Tabelle 2 

Lbslichkeit des Nistatina (biologische Aktivitat 5033 E/mg) 
alB Fonktlon der f -CD-Konzentraticm (37 **C, 10 min sohlitteln) 
^-CD-Konzentration . % Histationkonzentratio^"^ 





0 


0,20 




1 


1,30 




2.5 


2,36 




4 


3,95 




5 


4,70 




6 


5,50 




7 


6.30 




8 


7,20 




9 


8,10 . 




10 


e,95 




15 


B,20 



Die auB dem anTSngllah Unearsn Abschnitt der ^)8i 
37 C aLLfgenommenen LoslichkeitaiaotbeixDe bereohnete soheln** 
bare Stabilit^tslconstante dee Kocplaxes betragt etna 500, 
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Afflphoterlaln S ist ein von Streptostyaee nodosue 
produzlertes Polyenantlbiotikuffl. Seln WlrkUfi^aspektx-um 
Ist breits aufier aiif Hefen und fllse wlrkt es noch gegen 
zahlrelahe Frotozoezi* £a iflrd am verbreltetsten zur B$hand*» 
Iimg akuter s^atemiacher Pllzinf ektlonen angewendet* Es 
kaun orel uad als metiTBtiindlge Intravenose Infusion appll- 
ziert warden* Piir letzteren Zwack wird es in Form seines 
Natriumdesoxyoholat— KompXexes veinrendet (S^arkeiina&ie ; 
Fungizone) • 

Bie intravenose Applikation Ton Enit den SaXzen der 
GallensSure gebildeten Komplejcen kann jedoch BrechreiZt 
Anamie und Nierenach^en verursaoiienf well dlese Kompleze 
- zwar iat ihre Loslichkeit gut - viel toxlscher sind als 
andere Darivate. Dia Toxizitat des ICeth^lesters von Ampho- 
tericin B (i.p. an Hansen) betragt zuz: Beispiel LD--, = 

50 

1320 Hkg/kg, die auf die gleiche Weise gecessene Toxizit&t 
des mit Satriumdesoxycbolat gebildeten Komplexsa Uegt 
bei LD^Q - 280 sag/kg. Die gro£ere Toxizitat des Deaoxy- 
cbolat-KoBaplexes wird mit groBer Wahrsoheinlichkeit duroh 
die Gegenivart des Salzes der Gallensaur-e verursacht (Shocaas : 
iThe Analyst 101, 321 Zi9767). 

Bei oraler Applikation sind niedrige Blutspiegel meB^ 
bar, d*h. das Antibiotikum iat zur per os erfolgenden Be-* 
handlung syatestlsoher Mjkosen geeignet. I3ie zur parenteralen 
Anwendung esnpf ohlenenj AEaphotericin B enthaltenden Traparate 
Bind jedooh keine eohten libsungen^ vie euch die Konzentrati'- 
onsabhengigkeit des UV-Spaktrums zelgt. Das charakteristi^ 
sche UV-SpektruiD des Amphotericin B, das der Heptaenchromo^ 
phor-Oruppe zuzuschreiben ist, andert sich in waBriger Losung^ 
Bas Spektrum zeigt Absorptionsmaxima bei 408 , 385, 366 und 
347 ma, deren Peakhbhe mit sinkendor WellenlMnge abnimnti 
des ist oharakteristisch Tiir das Monocer in einer Konzentra- 
tion von etwa 4/ig/nil* Bei hoheren Konzeiitrarionen verschwin- 



- 11 - 



0147851 



den die Maacima awlaohen 347-408 mn allsafihUoh, wShrend bet 
325 nm ein neues Absorptionsmaacimum erscheint und mit dem 
Anstieg der Konzentratloa intenstver wii?d. Daa glaiche 
apekteolo Verhalten kann an Pimgizone beobachtot werden, 
TTelohee ebenfalls ein kolloid-disperaes System darstellt. 
Der Zusatz von Salz zu derartigen Loaungen verrlngert die 
Loslichkeit und f ordert die Aggresation, well as die elek- 
. trostatische Abstofiung zuiachen den Molektllen vermindart. 

Die vMfirlge LQaung von Amphotericin folgt dem Geaetz 
von Beer und Lambert nicbt, »es ebenfalls ein Kennseichen 
das Vorhandenaeins von Aggregaten in wfiLeriger Lciaung ist* 
In ciehr ala 50 * Alkoliol enthaltenden Losungen stimmt das 
Spektrtun aohon gat mit decs Spektrum des Monomers iiberein, 
.d*h^ die Aggregate zerf alien (Rinnert et al.i Biopolytnera, 
616, 2419-2477 JXSlXI^ . 

Das UV-Spektrum Ton Amphotericin B imd ^-CD enthal- 
tenden w&firlgen bezlebcungsireiae mit Hiosph at purser pH 7,5 
bereiteten LQaungen stisant mit dem in organischen Losungs- 
cdttoXn meBbaren Spektrum tiberein, jd.hJ^aeigt die rUr daa 
Monomer oharakteristischen Absorptions maxima bei 408, 385, 
366 und 347 nm und folgt dem Geaetz von Beer und Lambert. 
Diesea Spektralverhalten der mit J;^ -Cyclodextrin bereiteten 
Li) sung an Bind ein Baneis daftir, daB In lloien das Amphoteri- 
cin molekular diapers, als eohte Losung vorliegti des konnte 
bishor mit keinem Complex dea Ampho-feerioin B arroioht war- 
den, denn diese Kompleae, zum Beispiel der mit Borat be- 
ziehungaweise mit Hatriumdesoxycholat gebildete Komplex, 
liegen in waflrigem Medium als Mioellendispesrsionen vor. 

Die Loslicbkeit des Amphotericin B sinkt in physiolo- 
gischen Salzlosungen in jedem Palle, was der Anwendung als 
Infusion Grenzen sotzt. Zum Beispiel betragt die Loslichkeit 
des Boratkomplexes von Amphotericin in Waaser 0,54 mg/ml, 
a bar in iaotonischer Koohsalzlosung sinkt dieser Wert auf 
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0,02 mg/ttl (Krai ot «!.: J. of Antibiotics 21(3) 257-259 ^97^7). 

Deoge^enfiber irird die Loeliohkait dea Amphoterloin B 
in y\--CD-halti£en Losunson durch den 2uaat£ von 0,9 Gew.-^ 
Kbohsalx: nioht Tcrandert, aondem behalt genau den Wert, der 
in der Tabelle 3 angegeben ist* Bas ist ein weit erer Beweis 
dafur» daB das Amphotericin in den J" -CD-halt ig en waBrigen 
Ii£>siingen in moleicular disperaer l^'onzi vorliegt, 

Auoh fiir Amphotericin B tturde die Loslichkeit als 
Punktion der (J^-CD-Konzentration erraittelt. Zu \falSrigen 
^-CD-Losungen unterschiedlicber Konzentration (0, 2, 4, 5f 
6, 8, 10 beziehungsweise X2 ifurden 5 mg/ml Amphotericin B 
gegeben^ und die bei 37 thercioatatiBierten Losungen wur- 
dan 2 Stunden lang intensiv geachiittelt. Die Losungen Tsurden 
'klarfiltriert, und die ISenge des- in Losung gegangenen Acpho- 
tericin B wurde apektrophotoiaetrisoh bestimmt. Die £rgebnisse 
sind in der Ta belle 3 zusammengastellt* 

Tabelle 3 

Die Lbalichkeit von Amphotericin B als Funktxon der -CD- 

Konz entra t ion 



^ «.CD-Konzentration (^) 



Amphotericin B JConzen- 
tratjoiiy m g/ml 



O 
2 
4 
5 
6 
8 
10 
12 



0,003 

0,12 

0,25 

0,30 

0,3& 

0,51 

0,65 



Es ist ersichtlich, daB die Loslichkeit von Ampho- 
tericin 3 in 5 ^&iger ^[^-CD-Losang etTTa das Eundertf ache, in 
10 ^iger -CD-Log ung etwa aaa Zweihundertfache der Loslich- 
keit in Wasaer betragt. 
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Die Aasoziatioaavarheitnisae in wMfirigen LSamigen 
von Amphotarioln B kBnnen besoiuiera vorteilhaft nit der 
Bethode der ZlrkulardikroiBous-Spektroakopia tmtoreuoht 
warden, well da8 Monomer, das Dimere und die Polyneren 
hSberen AssozlattonsgrBdes gut untersoheldbare Zirkular- 
dikroisous-Spek-trea geben. Diese Spektren wurdon fUr den 
0,6 % Wirkstoff enthaltenden Kemplex aus Amphotericin und 
j^-CD in w&Briger Loaung, fflr Amfhoterloin B in 50 jSiger 
fithanollaoher LeSsung untersuoht. 

Wie aus der Llteratur bekaimt, bildet JUnphcterlcln B 
In 50 SfeLgant Attenol etne ecbte Loeung, in der die mononeren 
ISolekiae getrennt vorliegen (Ernst et al., Biopoljmer's 20, 
1575 ^9817). Daroh Messungen konnte bestfitigt nerden, daB 
das In Wasaer atrfgenommene Spektrum dea Komplexes dem in 
- 50 %igem iliohol aufgenommanen Spektrum dea Ampixotericina 
Sbnlioti ist. IB Spektrum der wfiBrigan IriJsung dea Komplexes 
ersoheinen die tiir mononeres Anphoterioin B oharakteriBti- 
aohen Eandon, und zwar eine aus vier Schwlngungskomponenton 
zuaenmengesetzte positive Bande awiaehen 420 und 340 nm und 
eijie aus drel Komponenten beatehende negative Bwde awiachen 
290 und 240 im. Zwisoben 330 und 300 nm gibt dae Konooer 
keln Spektrum. 

Auf die erwQmte Weiae konnte featgeatellt ircrden, 
da6 in der wafirigan Loaung des aua Anphoterioin B und J^-CD 
beatehenden Komplexes bel ausreiehend grofion Konaentrationea 
an Jp-CD daa Amphotericin B ebenso in monomerer Jorm stabi- 
lislert wird wle in 50 jCiger athanoliaohar XiSamig. In ver- 
dtinnteran LOaungan dlBsoziiert der Eomplex, dooh daa frel- 
gesetzte Amphotorioin wird nur dimeriaiart, dena daa gegen- 
Hsrtlge \ -CD verhlndert die Auabildung Pol^mere mlt hoherem 
AsBozlationsgrad , 

Zum Gegenstand der Erfindnng gehort auoh ein Verfahron 
zur Herat ellung der neuen, wasaerlosliohen und etabilen Poly en- 
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«2itlbiotlkuBi«D«rlTata. Diese warden erf indusgsgemafi hez*ge-- 
atelltp Indem mmn in Vasser besobrenkt ISsliche bezlehunga*- 
w«lse praktlaoh imloali.ohe Polyejiaiitlblotlkm In Gagenwart 
Ton Wasser imtar Riihren nit f-«CD umsetzt* Aof 1 niMol 
Aatibiotikum roobn&t man 1-40 niHol p-CD und 1-500 ml Wasser* 
Das Verfahren kann atif zweierlel Velss ausgeftihrt warden* 

a) Das Polyenantlblotikum wird auf 1 mUol Antibioti- 
kum besogen in 2O**300 ml Wasser mlt 1**40 mliol \*^J) untar 
Rtihran bai 25*^^3 umsesotzt, und der erhaltane Antlb±ot±kum- 
j^-CD-Komplex wird gawiinsobtazLfalls isollart, oder 

b) das Poljenantitiotikum wird atif 1 niMol Antibioti- 
kum bezogan in 1-50 ml eines 20-80 vol*-S6igen, wassanaiecli- 

R 

baran Losimgsmi'fctels, vorzu^svaisa Jlthanol, unter Riihren be— 
-ziehungswaisa Knaten mit 1-40 raHol Jf-OD utngaaotzt, imd der 
arhaltena Antibiotikum-y^CD-Komplax wird duxcb Lyophilisi eren, 
Zerataubtmgstrooknimg, Vakuumeindampf en odar Vakuumtrocknung 
bel nledrlgar Tempera tiir iaoliart«p 

Die erfindungsgastaSen Antiblotikum- V'-CB-Komplexa 
kbnnen sur Herstallung stabiler injizierbarar and lokal an*- 
wendbarar Arznaimlttelpraparata basiehun^swalse zur Herstel- 
lung Yon ITlansensobutzmittalkombinationan varwendat warden* 

ZuD Gagenstand der Brflndung gaboran teruBT Annal- 
ffllttelpraparata mit antifun^alar W±rkungt Toraugswaiae Puder, 
Augen-^ und Ohrantropf an« Salban, Xablatten, Schaidensapf chen« 
Injektionslosun^eny zuia Scbutz Ton Gawabakulturen Tor Pilz— 
befall ^aalgnata Zusatzetoff a^ die ale Wirkstoff Eomplaxa aue 
Poljanantibiot±ka und ]p**OD sovie die fUr pharmazautisohe 
Produkta Ubliohen Strack- und Hilfsstoff a anthaltan. 

Zum Geganstand der .ErTindung gahoren auoh f ungizid 
wlrkaaica Pflanzanfichutamittel, Torzugswais.a Saatgutbeizmittel und 
Sprtihmittal, die als Wirkstoff PolyanantibiDtikuin- p -CD-Kom-- 
plexa und dia bai der Herstallung von Pf lanz ens chut zinittaln 
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ubliohea Streok-, Trfigor- uad/oder* HdLlf sstoff e oathalten. 

Aus den erflndun^sgemaBen P0I7 anantibiot ileum- f -CD- 
Komplcxea konnen homogqne Losmageji bweitet werden* So kann 
zum Beispiel das aus der literatur bekannte Au^entropf on- 
pr&parat, wolabos 10-30 000 B/ml Nistatin in Form oiner wSJ3- 
rigen Suspension onthSit, durcli Auriosen von 30-70 mg/ml 
KiBtatin- 7^-*CD-Koinplex ala homcgene Loaung hergestellt warden. 
Die erUohte Waseerloslichlceit ist bei lojcal applizierbaren 
Hitteln irahx^aclielnliaii nit einer eriifcShten Wirkaamkeit verbunden, 

Hinslchtlioh der Soffiplexbildung verhalten aich alle 
Poljenantibiotika glaich, AuBer den besohriebenen Antibio- 
tika kbjmen deonach auob zom Beiapiel Candidioin, Pimarioin, 
Candidin, Hamycin, Candthezin usv. verwendet warden., Beahalb 
ist die Hrf indung nicht bu£ die beeohriebenen Antibiotike 
baacbrankt. 

Die Binzelhelten der Srfindung warden Im f olgenden 
an Sand einiger die Heratellung der Antibiotikum- ^ -CD-Kom- 
plexe sowie die Anirendung und Formulierung der Komplexe be*- 
tref fender Beispiele naher erlautert. 

Beispiel 1 

Herstellung des Flavofungin- jj' -Cycled extrin-Komplexee 
in homogener Phase 

22 g y -Cyclodoztrin (Waesergehalt 1,5 werden bei 
30 °C in 500 ml destilllertea Wasser galost imd zu der Losung 
2,5 g Xestea Plavofungin gegeben. Die LSsung 'uird 3 Stimden 
lang intensiv gerflhrl;, dann flltrlert und das erhaltene, in- 
tensiv gelbe. Plltrat lyophlllsiert . Xian erhalt 21 g Produkt, 
desaen apektrophotometriaoh gemeasener Flavof ungingehalt 
9,3 % betrfigt. Daa antapricht etira 80 j6 der eingesstzten 
FlaTof unginmenge* Der Komplax ist ein lockeres^ gelbea Pulvar, 
100 mg Komplex Ibsen sicfc in 2,5 ml destilliertem Wasaer bei 
50 °C Innerhalb von Augenblicken zu einer kleren Icjsung, 
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Diase IxiBung enthfilt 3i6 m&/ml PlaToJimfiiii und erleidet, 
6 Xa^e Lang bel Raumtemparatur und gestreutem Llaht gelagertt 
kelnerlel auf ohemlscheo odar ph^ailcaliaQhec Wega naohvreis-- 
bare Veranderuz3ge&« 

Aua der 7a belle 1 ist erslohtliah, daiS die maximal e 
Lbflliohkolt bei jp«-CD*Gehaltezi von etwa 4 % auTtritt (Plavo- 
f unglnkonzentration 4 mg/ml), deshalb irird duroh I<yophili- 
aieren dleaer Lbsimg der Komplox mit der vorteilhaf teatea 
Zusaomensetsimg (9*10 ^ Wlrkstoff ) erhalten* 

TberacgraTlmetriscbe Xessungen^ Untersacbungezi nit 

dem Diff erential-scaimi]ag-Kalori.meter (BSC) und dia Zhernal 

Evolution Analyse (TEA) zeigen zviacben navofimglny Plevo*' 

f imgin-Jp-CD-Eotnplex und Gesisahen aus Plavofungin und J^-CI) 

elnen obarakteristischen Uatez'schied. Das Flavofnngin ver- 

liept bia 100 °C 7 % seiner Kasae (bu^ Grund der TEA-Kurve 

treten organische Stotte aus), beginnt oberhalb von 100 ^'c 

alch zix zersetzen und blifii; bia 300 24 % seiner Masse ein* 

Die lyophllisierte Probe aus Flavorungin und j^-CD erweist 

o 

aioh einestsila dadurch ala Komplex, daS bis 100 C keine 
organisoben StofXe entneichen, zun anderen, daU in der DSC- 
Kurve zwiscben 100 und 200 die fiir die Qxydation dea 
Flavofuuglns oharekteriatische exotbenae VerSnderung nicht 
eintritt, dafur aber bei 263 ^0 ein fiir exothanse Prozesse 
obarakteristiscbes Peak eraoheintj das die Ozydatio^i des 
aus dem Komplex frelgesetzten Flavof ungias anzeigt^ 

Zur Unterauchusg der Warmestabilitat dea Plavofungin— 
-CD-KoBplexes wurden die Subsiranzen in 1 mm Schichtdicke 
BuX Ubrglasem ausgebreitet und weder vpr Lioht nooh vor Iwft 
geaobiitzt bei RauEntemperatur beziebungsweise bei 60 °C im 
Trockenaohrank gelagert. Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
genommenen Proben wurden spektropho tome trie ch analysiert* 

Auf Grund chemiscber Messungen vurde gedTunden, da£ 
daa nlcbt in einen Komplax eingeacblossene Plavofungin be-* 
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rolta naoh 24 Stuadaii b6l 60 atarke Zersetsun^ erlltt 
(daa wurde auoh duroh Aufnaliina des vollstfindigen UT-*Spelctrume 
beat&tlgt). Der Wlrkatof fgehalt des Plavof taaafiln- JJ^-CD-^Kom- 
pleaceB blieb Jedooh auch naoh 50 Sagen zu etwa 75 % eriialten* 
Ein 10 ^ FlaTofungln enthaltendes, mlt Gluooae bereitetea 
ph^sikalisches Gemlsob verier bei 14tMgiger Lageruu^ bel 
Haumtemperatur 50 ;?6 seines Wiriest of fgeha It es . Der ITirkatofr- 
gehalt dee Komplexes 'war jedoch auoh naoh 50 Tegen nooh zu 
mehr als 95 % erhalten^ Dia in einem versohlosaenen GefaB 
bei 4+ °C 7 Monate Xang galagerta Probe zeigte keinen Yerlust 
an Wirkatoft, Die Mefiergebniese sind in der Tabelle 4 su- 
sammengeB tallt • 



Tabelle 4 

Warmestabilitat bei Raumtemperatizr und bei 60 auagadrlickt 
in Frozont dea ursprungliohen Wlrlcs toff gehalt as 



Zoit 


bei 60 

FLavof UTigS -n 


Plavofimgin- 
5>-CD-torapl« 


bel Haumtemperatur 
Getaisch aus Plavof imgiii'- 
PlaTof ongin |p -CB-Kompl. 
und Glucose 




V e r t 1 i e 


b e n e r W 


irkatoff, % 


0 


lOO 


100 


100 100 


1 


43.8 






2 


23 


100 


90 100 


5 




99,5 


SI 99,5 


7 




99 


99 


10 




98 


65 96 


15 




94 


49 94, a 


SO 




B5,4 


95,0 


29 




70,5 


95,0 


35 




79,2 


94,9 


44 




78,7 


94,8 


50 




75,0 


94,5 



Auch die mikrobiologische Wer-tuessung bestatigte, daB 
das Flavof imgin ija Po mi des J *»CI^KocplBi©s Tiel stabilsr iat* 
Plavof ungin-P -CD-KomFlea: wurde bei Haunt empera tar und bei 
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60 gelagert^ imd daziaah var die antifungale Wirlcuzig ge— 
naa ao grofl via iirsprtinglich • (HlC^Vert der unt ar Stiakatoff 
iM SierklUilXaoh galagerton PlaTofuogiBprobe IQIC m 25^ug/ialt 
unterauoht an den Iss-tmikroorganiscien S« oereviaiae, C« albioans, 
C* oruaei tmd C« pa eudo tropic aXs)« 

Bel spiel 2 

Eerstellmag des Tlavof ungin- -CD-Komplexes in 
heterogener ^haae 

9 S p-Cyclodaxtrin (WassergeJaalt 1^5 %) warden in 
dar Reibsohale niit .l g JE^avof imgin homogenisiert. Bas Gemisoh 
wird in 5 ml 50 %igem Mhanol suspendiert* Die Suapension 
vird naoh. ainigen Minuten Ruhren plotslioh fast. Die pasten*^ 
axtige Subs tana vird zu ainer dttnnen Schicht braitgestrioben 
und im 7alcuuiiiexaikkator einiga Stunden lang getrocknet. Dann 
wird der Teat a Komplex pialvarisiert, 10 g Produkt mit 10 
Gaii»-% WirlcatDff liegan vor. 

Aach mit diesais Prodidct wird die im Beisplel 1 besoirrie- 
bene Uatersuohung der TffirmestabilitSt vorgenonunen* Dabei ifurde 
gefimden, daS der Komplax, ahnlich wie der lyophilisierte 
KomplaXf eine ezbobte 1farme8tabilitS.t zeigt und seijxe anti- 
fimgale Wirkung nicht s^rlns^T vird. 

Auf den RBntgandit f r ak tiona aulnahmen das pulvarisierten 
KDQiplexea eracheinen die abarakteristischen Ref lexionspeelca 
bei einem signifikant abweicbenden 2 9^ Winkelnart, an anderer 
Stella ala im Falle einea phjaikaliaohan Gemisohes Shnlicher 
Zusammansatzung* Daa IHfit auf ein anderes Erlatallgitter soliliea* 
-sen und atiitzt dansit die Sataache der Koraplexbildung* Die Ront- 
gendiffraktionaau^nahme dea lyophiliaierten Flavof ungin-^" -CD- 
Koraplexes ^eist auf eine amorphe Struktur hin* 

Bttiapiel 3 

Herstel.lu2ig des Histatin— jp-CD-Komplexea in horaogener Pbaae 
10 g ]p-CD (WassBrgahalt 1,5 iS) werden bei 50 °C in 
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90 ml deatilliertem Wasser £elost. Zu der IiSsuBg verdan 
2 g Hiatatin (biologisohe -Aktivitat 5033 B/mg) gegeben. 
IhL« LSsung wi3?d 15 Minuten lang intenslv gerOhrt. Kaoh 
dem RLltrleren wird die, gelte LSfltmg lyophilisiert* Kan 
erbSlt 10 g Erodiikt, dessen spelctrophotometriBoh bestimm- 
ter HietatlEigehalt 8 % betrfigt. Biologisehe Aktlvitat: 
399 E/mg (die 2. intemationale ELnheit des Histatin ist^. 
4B55 XU/mg, wobei ZU der AitivitSt iron O,o002059 ag cut- 
sprlchtj SChomae -Dixon: J* Biol*-Stand, 10 (4), 369-377 
/i9827). Der KiBtatin- )(^-CD-Komplex let eixi hellgelbes " 
lockerefi Pulver, das sicb in Waeser bei Reumtenipera-feta^ 
schnell zn einer tlarcn Lbsung lost. In dor Losung ist 
eine Konaentration Ton 8-9 aag/ml His ta tin moBbar, if as ei^ira 
100 mg Komple3c/i!il Iiostmg cntspricht. Die biologiaobe Wert- 
bestimmimg des Eomplezes ergab, d&£ die biologisobe JQctivi^^ 
tat des Ausgengsnistatin erbalten geblleben war. 

Thermograviiaetrisohe MessungejXj Tfatersuchimgen oit 
dem J>xt£ eg ent ial-s oanT? lTig->£alor iae t er (DSC) und die Siermal 
Evolution -Analyse C^PSA) seigen sswischen Kistatin, ITietatin- 
^-CD-Xomplex tmd Histatin-^ -cn>-GemlBch einen ctiaralcteristi- 
0chen Bcitcrachied, Uistatiii enthalt 3 % 'ffesBer, -vrelcbes bis 
100 abgegeben wird (TC^-Kurve)* Die Zersetaung der Substanz 
beginnt bei 150 mit eineta atarlc «xothermen ProaeB (in der 
DSC-Kurve Peak bei 165 **C)^f*^aran schlieBt sich langsame Zer- 
setstmg an, mid bei 350 ist ein Jfiasseverlust von 54 % 
meSbar* Obnohl die Zersetzung des Sistatins und des CD 
hinsichtlich der Xemperatur suBammezif alien, sind docb In 
den thermoanal^tisoben Enrren des Komplezes besiehungswaise 
des CtemiBohes einige Ahwaiohungen finden, die im I^ofhi— 
lisat das Yorliegen eines Komplexes vahrsobeinlioh maahen* 
In dor lEA-KurvB f ehlt dor soharfe Peak bei 160 
atif Snttteichen organisoher Substans' hinmeist. In der DSC-* 
Eurre eraoheint der ftir die Zeraetsung des Kistatin charakte- 
T'iatiBobe Bxotherme Teak bei I65 niobt, exotberme Prosesse 



Uicfcejr ^ ^ GewiclitJPTerluart (2*G-Kurnro) 
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des Komplaxes setzen erat oberhalb von 2C0 ein. In der 
Sa-Eurvfl manlfeatlert alch der Unterschled darln, daB 
sioh die lyophillaierte Probe oberhalb von 250 schnsller 
sersetzt als daa phjalkallsohe Gemisoh. Tie Kooplexbildung 
des Niatetin ait ^-CD wlrd auch durch ^''c-ffiffl-Unterauchun- 
gan 5eetUt£t« 

Die StabUitfit der aus der lyophiliaierten Erobe des 
Nistatin-*|p -CD^^Komplexes bereitet^n liosucgen ivurde folsender- 
ccaBen untersuchts aus dea 8 % Wirkstoff enthaltenden Konplsr 
wurde eine waBrige IiSaung der Konaentratlon 5 ms/ml berei- 
tet* Die Losung wurde bei Rautatemperatur, n±cht vor Idcht 
geschiitst gelagert, Zu unterschiedlichen -Zeltpunkten vurde 
der WirkstoKgehalt der I^aongen spektropbotometrisch Icon- 
troUiert* 

Tabelle 5 

Zeit (3?age) Kiatatin-KonsGntration (rng/ml) 



o 


5,0 


1 


4.8 


2 


4.75 


5 


4,70 


6 


4.6 


7 


4,55 


8 


4.5 


10 


4.5 


12 


4,5 


2X 






Die Losungen begaxmen am zweiten Tag su opalisLsrea, 

Dia Probenahme erf olg-fce nech dam AuTschiitteln der iosmag. 

Die Probe wurde mit der 400-^OOf achen Meiage JLthyX- 

alkohols verdiirmt und dann photoaetriert • Die Berechnung 

erf olgte aus den bei > = 304+1 erscheinenden E^tinktlona- 

^ ciax — 

9erten« Aus der Tabelle 5 ±b± ersichtlich, defi auch nach 
3 Wochen Lageruzig der waSrigen Losun;g noch izber 80 % dos 
Virkstoffgehaltcs vorhanden sind. 
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Dariiber, inwiaweit die biologisohe Aktlvitat mlt 
den spelctrophotometrisch gemessenen Virerten in Zusacunen-* 
hang Btflht, 3ind in der Literatur widersprUohliche Angaban 
zu finden* GemaB nanolien Autoren verlauft der Verlost der 
blologischen AJctivitat vier- bia aohtnal so Bohnell, als 
sich aus dem Abnehmen der fixtinktion folgern lieBe, andere 
Autoren wiederum sind der Keinimg, daJE Aktivitat und fix- 
tinlction parallel aba Ink en (Hemllton-Hiller ; J. Fharc. 
Pharmac, 2^, 401 /l91^) . GemaJ3 ei^enen Erfehrungen gehbren 
zu hohen Extinktiona^erten Uoiie Aktivitatswerte, 

Beispiel 4 

Herstellung von Nistatln- -Cyclodeatrin-Komplei in 
beterogener Phase 

9 e l^^-Cyclodextrin (Wassergehalt 1,5 und 1 g 
'Nistatin (biologische Aktivitat 5033 E/iag) nerden In einer 
Relbachale Giteinander hocogeniaiert • Das erheltene ^emlscli 
wiri tn 6 nl 50 %isam Athanol suspend! ert. Kach einieren 
Kinuten iiird die Suspension plotzlich Xeat» Die Subatanz 
TTird zerkleinert, ©usgebreitet und zur EntdTemung der Waaaer- 
und loaungscittelapursn im Eacsikkator iiber Phosphorpentoxyd 
gatrocknet. Am nMcbsten Tag ytlrd der feste Komplex pulveri- 
Biert* Man erhalt 10 g Produkt tuit einesi 'Wirkstorfgehalt von 
10 Gew.** (biologisohe Aktivitat i 4=0 E/mg). 

Der euf die bescbriebene Weiae hergeatellte Komplex 
zelgte bei den therstoanal^tischen Untersuchungen its Vergleich 
ZUE Gemisch die gleicben Abweichungen Tile der gema£ Beiapiel 3 
durcb lyophilisieren h erg est elite Komplex* Die Losliohkeit 
von einer der Wirkstoff menge von 10 tng/ml entaprechenden 
Menge Nia tetin- -CD-Komplex und von Kiatatingrundmaterial 
wurde in 15 ml destilliertem Waaser bei 37 "^C untersucht* 
Die Losungen wurden mlt desi Magnetruhrer bei einer Drehzahl 
von 150 mln'"^ gerulirt, 2u untersohiedlichen Zeitpunkten wurden 
Prdben genomen, filtriert und spektrophotometriach aur ihren 
Wirkatolfgehalt untersuoht. Die Ergebnisse sind in der 
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Tabelle 6 zusammangestellt. 



Tabella 6 

2sii^2ial ^ 5iS£2liS:^lS2r522£iS5.Ja5/2i2 

15 7,8 

7,2 



40 
60 



§2 6x9 : 

Das Spekrtrum dei* von der waSrigen Suspension dea 
Hiatatijigrundciaterials genommenen Proben nar nloht aus- 
wertbar. Dae Spektnua der Innerhalb der eraten 5 Hinuten 
■ genoGiinenen Probe Trar mit dem Spalctrum des His ta tin identiscb, 
s pater war f ortschreltende Zerae tziing zn beobachten* Zuerst 
deXoTOierte sich das Ifiaxlmum um 290 nm und versohwand dann 
ganz, und im Bereich geringerer Wellenlange zeigten sicb 
neue Hsxima, waai euX SohSdigimg des konjagierten Cfaromopbor- 
systems soblleBsn laSt* 

Beiapiel ^ 

Herste l 1 nng Ton Kistatin-y-CD-Komplex in heterogener 
Hiase durch Xyophiliaieren 

Q g l^-OB (Wassargehalt 1,5 *) werden bel 40 in 
80 ml Wasser gelost und zu der Losung 2 g Nistatin (biologi- 
sahe AktiTitats 5033 3g/!ng) gegeben. T&e Suspension wird bei 
40 24 Stimden lang gerfJhrt^ denn wird das Gemisoh duroh 
Ljophilialeren wasaerfrei gemacht. In Form eijies gelben, locke- 
ren Pulvers erliSlt man 10 g Produfct, dessen spektro photo*- 
metrisoh gomessener Wirkstoff gehalt 20 5& betr%t. Biologi- 
sciie AktiYttfet: 950 E/mg, 

In dem Produkt betragt das Kolverhaltnis zwischen 
KistatUi und jp-CD l23* »ach rontgendifrraktocaetriacben ^ 
Untsrsuohungen hat der Komplei eine amorpho Struktur. Die 
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«uf die gleiche Weiae, aber ohne J-CD behandelte Grundsab- 
Btanz behfilt ihren kristalllnen Charakter, ihr Rontgen* 
diffraJctogranim ist vollig nit dem der Grundsubatans ideutlsch^ 
ilrre biologiaohe Aktivit&t ist :)edoch wesentlioh saitleohter. 
Wlrd auf die beachrlcbene Woise eln Komplex ait hoherem 
Wirka toffgahalt hargestellt, so zeigt das Hbntgendif frakto- 
gramm bereits die Ttir kristallines Kiatatin charaktariati- 
achen I'eaks. 

Sur Untarauobung der L'dsXichkeit dea Komplexea iiex*- 
den 500 mg in 10 ml Yfasaar 5 iLLnuten lan^ bei Raumternperatur 
geiiihrt. Im Filtrat ist spoktrophotometrisch eine Kistatin- 
konzentretXon von 4,5 ng/cil naohifeiabar* 

Beispiel 6 

Herstellung dea Koffiplexee aus JLnpbotericin B und ^ -CD 
10 g ]|v-Cyclodextrin (Wassergehalt : 1,5 %) warden in 
90 kI destilliertea Wasser bei 37 gelbat. Zxi dsr Losung 
warden 200 csg Amphotericin B gegeben* r?a3 GeEiisoh wird 2 Stun- 
den lang intensiv gerllhrt, dann Tiltriert und das gelbe 
Piltrat lyophilisiert, 12an erhSLt 10 g Irodukt, deasen apektro- 
photometriacli gemessener Gabalt an Amphotericin B 0,6-0,8 
6aTr*-% betragt* Ber KoozpXex iat ein gelbea, lockerea Pulver, 
das sich in Wasaer achnell zu einer klaren Lcsung lost. Die 
erhalteno Losung hat eina Konzentration von 0,6**0,e mg/ml 
Amphoteriain B und kaim mit Wasaer beziehungsweise physio- 
logischer Kochsalaloaung unbegrenzt verdtinnt werden, ohne 
daB Festaubstanz ausfiele Oder die l*o9ung triibe wUrde* Die 
Losung wurde bei Eaumtetnperstur 6 Tage lang gelagert und 
dann spektrophotometriach untersuchti ihr Wirkatolfgehalt 
War unTerandert. 

Beiaoiel 7 

Die vorhergehendcn Beispiele beweiaen, dafi die Polyen- 
entibiotika mit IJ^-Cyclodextrin EtLnachluBkomplexe bilden und 
dadurch ihre Stabilitat und Waaserioslichkeit bedeutend ateigt. 
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Sntaobflldend iBt Jedooh^ ol> auch die antifungale Wirkimg 
geblleben 1st, Utn dleaa Frasm zu besn-tiforten, vurda die 
antifungale Wlrkung der auJ untersoliiedlioha Weise herge- 
atellten Komplexe sowohl sof oz>t nach der Herstellnng wie 
auch nach Lagerimg unter Badizigtmsen, unter denen der nicht 
durch Komplexbildung gesohtltzte Wirkstoff bereits betraoht- 
liohe AktiTTltatseijibuBan erleidet, untersuoht. 

a ) yiavof tingln" ^ *Cy qlp d e jct r j n-Knmplex 
Die entlfungale Wlrkung der weLBrigen LiSsung dieses 
Koccplexes nard© an 6 Spaltpllsen imd 13 P^adenpllaen unter- 
sucht*« Die E^gebnlsse alnd In der Xabelle 7 zusacaaengef BJ3t* 
Auf Plavof tmgln bazogen war die glnlmale Henmkonsentration 
In jedem Falle 10«-25yUg/mly was der TTlrksaokelt dea nloht 
kompleacgebundenen Wirkstoffes entspricht* Es ist beaonders 
bemerkenawert, daB die Substanz auch gegen phytopa-tiiogene 
Pusarien wirkt, d*h- eine Anuendung gegen pilsliche Pflan- 
zenschadlii^e begrundet ist, I>er kocaplezgebundene Wirkstoff 
wirkt in der gl^ichen Konzentration wie Plavofimgin. Die 
T&itersu Chung en warden cilt der Agardlffusiona method e vorge*- 
nocimen« Der Komplex hat den Vorteilg dafl zum Bereiten der 
Loaimgen kelne organiaoben Losungamittel (DMF bzw« DMSO) 
erforderllch slnd« Dieae Lbeungaffllttel wlrken namllah hem-- 
mend auf manohe Filaet deeh&lb muE bel Heesungan die Lo- 
sungsmtttelkonzentration durch Verdiinnen mlt Waasar euf 
elnen bereits nloht aelxr hemmend wlrkenden Wert vermindert 
werden. In der Praxis Ist zum 3filsplel eine DMSO-Konzentra-* 
tlon vcn unter 1 ^ zulSlasig^ Hanche Polyene neigen jedoch 
bel derartlger Verdiinnung zum Ausfallent d.h. die Berel- 
ttmg der zu den "Untersuobungen erf orderliohen Losungen stSBt 
oft auf Hlndernisse^ Empfohlen wlrd, die Substenz zu pulve- 
risieren und die Bereitung der I»6sung aowie deren Verdiinnen 
mit Wasaer immer unmit-fcelber vor der Hessung vorzimehmen 
CJ« Rj?ley, acperimentel Approaches to Antifungal Chamo- 
therapy, in: Advances In Biarn* and Chemotherapy j Ho^ 18, 
Academic Press, London, 1981). 
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TabQlla 7 

lOislmale Hemmkonzentratlonan (HIC) von Flavof ungln- ^ -CD- 
Xomplex In vitro 



Teatorganismus HIC ^ug/ml) 

1. Hefen and he^eagtige Pllag 

Cryptoooco, neoform* 78/K-16 5-10 

Sacohor* oereviaiae OKI 1282 10 

Candida albicans CBS 562 10 

Candida tropical CBS 430 25 

Candida crusei 79/K 47 10-25 

Candida pseud • tr« 5-10 

2* Pilze 

Asparg, niger CBS 12648 25 

Aaperg, Xuiaigatus CBS 11326 25 

Penioillium digitatum CBS 3194B 25 

Panicilliun chrysogen. CBS 19646 25-50 

3 • j^thogane Pilse 

Sporotr* Schenkii CBS 34035 25 

Triohoph, rubrum CBS 30338 25 

Iriclioph. mentagropli CBS 50148 25 

Trichoph* (Keratomyo ajelloi OKI) 25 

Spiderm, rioccosum OKI, IV* 25 

Microsp. e^peeum CBS 100&4 10-25 

Eicrosp. persic* OKI ■ 25 

4 « PJrianzenpathc^ene Pilz.e 

Paaarium monillfonn DSM-ITtB 1177B 10-25 

Pusarium oxysporuns DSM-IMB 10975 10-25 



Die Konzentratlon des Plavof unglna betrug In jadem 
Palla 10-25^us/ml» Die bei der Losungsbereitung aua Plavo- 
iungin aaf taretenden Probleiae sind bei Terwendung dea Komplexes 
gegens tandsloo • 

b) Kistatin- jp -CD-Komplex 

IMc biologischa V^ertmessuns wirrde mit der -Agardif f u- 
aionsnethode tuater Verwendung von Candida altioans ala Test- 
organismus vorgenomiuen* Die Koaplexe Awurdan lediglioh in 
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Wasa«r gelSstt das Kiatatin hlngegvA in oelolumotaaorld-* 
helti^am Uethanolp tmd di«d« msungea wurdeji datm mit 
Wasser welter verdUzmt (Fhi Eg« TI« "ComuB.ZI, S« 827). 

Tabolle 8 

Spelctrophotometrlacli s^^^Bs^jieT Wirkstoffgehalt mid blolo-^ 



glaohe Akti7±tMt el&lger Xosnplexe 

Komplejc Wlrkatolfgehalt biol. JQctivit&t 
^ ^ ^£U7"S]f)ek tro phptgme tr » ) g /mg 

1 7,5 * 351 

2 7,6 i6 362 

3 ^ 8,0 36 399 

^Qjti.* 1§2— 



Die zur Komplexbildung verwendete ITletatizigrimdaub-* 
Btanz hatta sine biologisohe Aktivitat von 5033 S/tag« 

o) Komplez aus Ainphoterloln B und ip*CD 
Die antifugale Wirksatokeit diesea J^c^zxplexae wurde 
mit der A^ardlfrualonaaethode und Candida albicans als Test- 
organiamuB untcrsucht, Bazogen euT Amphotericin B war die 
cinimale Hemmkonsentration goriiager als 5yug/ffil, das ont- 
sprioht der Wirkaainkeit des nicht komplexgetundenen Wirk- 
a toffea* 

Beispiel 8 

Untersuohtrng der Resorption von Folyenantibiotikum- 
-Cy o lo dextrin- Ko mpl exen 

a) Die Resorption von Kistatin aus per oe verabreich- 
tem His to tin- GB-Komplex 

Die Resorption des Wirkstorfes wurde an Haueen, an 
einem darcb intravenose Applikation einor Suspension von 
Candida albicans hervorgeruf enen Sepsiamodell untersucht. 
Die Sepsis veruraaotite innerhalb von 2-3 Uagen 100 ?£ige Mor* 
talitat* Den Verauciiatieren wurde per os der gemaB Eeispiel 3 
hergestellte^ 8 % Kistatin enthaltende Koaplex verabreicht. 
In einem ?aralielverauch tfurde Kistatin intravenfes appliziert. 
Piir beide Oruppen wurde die aul die unbehanielte Kontrolle 
besogone V erl ang erimg der UberXebensdauer ermittelt* 
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Ristatin Verlange*- Nistatin Varlange- resorbiertes 
i,v« Tims ^ioi* p#o. rimg dor Nietatlii 

nig/kg Uberlcbens^ mg/kfi Uborlebaufi- i.v ./p»o ,00318 

liiiSEt.* i°ii£jjL-$ 5JL22-1^2 

0,19 30,2 3.12 33,2 6,09 

0,39 43.5 6,25 43.5 6,24 

0,78 62,7 12,5 63,0 6,24 

1,56 34,6 25 38,9 6.24 

n'ena can diejenigen dJi Form des Koirplsjrea per os ver- 
abreichten Nistatindcsen siit dcnjenigen ±-y. upplisicrter. 
Vistatindoaen vergleicht, die eine etwa gleiche V'erl-angerujis 
der Uberlebensdauer bewirkten (Tabelle 9# letzte Spaltfi),so 
l£l3t sich erreohnen, daB aue dem Komplex durchschnittlich 
o,2 % des WirkstofXes In die Blutbahn ^elan^ten. Bei den 
hbchsten Dosen (i.T* 1,56 □g/lcg, p.o, 23 mg/lc^) ist das ZuTiick- 
fallen der tTDJ-rlebensdauer bereits srnl die sch-wache ^Torizltat 
des lliststins aturCickcuf iSliren . 

b) Die Resorption -von Kistatin aixs suticutan appiizier- 
tem Nistatin-?J^ -Cl>-Koniplex 

Weiblioho CFSiT-Hatten eines durchachnittlichen Gewichtes 
von 180 g wurden nit ^Jiststin, nit Nisxatin- -Cl>-Komple3c 
(Wirkstoffgehaltg B beziehimgsweise mit \^-CD bahandelt, 
Dazu ^arde eus den zn untersuchenden Substanzen cit einer 
Titfeen 60 enthaltenden ph^siologischen Kochsalzlosung eijie 
Suspension bereitet tmd diesa subcutan appliziort, Der 2a- 
sacimeiiban£ sYfischen den Doaen und der Idortalitat ist aus 
der Tabelle 10 ersichtlich., 

Wahrend ia Palle des Komplexea bei einer Dosis van 
20 mg/kg go J6 dar behandelten Tiere innerhalb von 4S Stunden 
yerendeten, glng von den ui±± freieni Jfistatin behandelten 
'^^ieren auoh bei einer Doaia von 150 mg/kg innerhalb des Beo- 
bachtungszeitraumea von einer Woche kein einzigea ein. 
Zur Kontrolle vfurde lO Tieren -aubcutan so viol ^-CD appli- 
silert, Tfie dio zu 90 % vorendete Gruppe zuafiMen ait dera 
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Komplex ertiielt (302 mg/kg). Innerhalb des elnwoohigen 
BeobaohtungsseltrauDsB Terendete Izeijx elnzifes Tier. 

labelle 10 

HistatiQ Uistntin- ](^-CD-Komplex 

DoBis AnzBhl dor Tier© Dosis AiiEahl der Here 

ms/lcg imter- ' verendot xiach 9ig/l£g imter- varendet nach. 

2 Ar 4er 7°- 24^ 46^ 7 _ (l. Woch. 

0 0 

1 0 



10 


10 


0 


0 


0 


10 


10 


■ 0 


20 


10 


0 


0 


0 


so 


10 


5 


100 


5 


0 


0 


0 








150 


5 


0 


o 


0 









Axis der Tfatersuolimig geht elndeutig liei^or, daB bub 
dem S[iBtati2i-]|^--CD-Xon]plex "bei fiubcataner Applikation eine 
-fcoxisohe ,Dosis resorMert wird, wahrend das fxeie BiBtatln 
bei suboutaner Applikation liberliaupt -nictLt oder aiur ±n ver-- 
nachlsssigbar geringem Kafie resorbiert irlrd* 

Queli*ativ wurde die Resorption auch durch Kessung 
des Blutspiegele untersucht, 'weil das reflorbierte,ija die 
Blutbahn gelengte Histatin ±m TTV-Spekti-um des BlutseiniEas 
nacbweisbar ist. Ton suboutan applisiertem freiem Hista-fcin 
war auoli ia Pallo einer Dosis von 200 mg/lcg its Blut niohts 
naohzavreisen« wakrend der Konplez bereits bei einer 'Dosis ttoh 
20 rag/kg einen gut meBbsren Blatspiegel ergab: 2-4 Stimden 
nach der Terebreiciaung waren im Blut 6-lO^tig/al naclwreisbar* 

Beispiel 9 . . — - - 



YerrtngBrung der liamoljeieranden Wirkung von Polyen* 
sntibiotik© dxircli Zomple^cbildcmg Bait" ^-CD 
a) KiBtatin- ^ -CD-Xoiaples 

Die hamolytiache Wirkung von Eistetin, EistatirL--y^ -CD- 
Komplex (Wirkstof fgehalt : B %) imd ^-CD Tturde an aue menBch- 
lichem Blut hergestellien Suspensionen rotar Blutkorperctien 
nach der Methode von 2. Irie et ale (J- Hiarm* Dyn- 6,, 408-414 
Zi9837) imtersuoht. Die Ergebniase. ^erden in ?onn der*2U 
50 %iger Hfimolyse gehbrenden Eonaentrstionen C^SH^^) angegeben* 
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Der TVbr freies NiBtatin erhaltcne ITert (JBE^q « STyUg/inl) 
seigt eine gate tJbereinfitifiimune mit dem au's der Idterstur 
bekeimten Wert von BH^q » 50 yug/ml ( J» Antitiotios 22. 
1080:-81 ^9727). Kir den Hlstatin- Jj^-CIKEoiiipler nurde, be- 
reohnet ale WirkstofTt ein Wert von JH^^ « 115yug/na ge- 
funden, d.h^ im Komplex einkt die hfictplysierende Wirlccmg 
des Histatins auf die HSlfte. Bei einer T3nteMuchiuig der 
KonzentretionsabhSngigkeit der hMmolytlschen Wirkun^ 
ifies sloh, dafi der Kiatetin-Q^ -CB-Komplex bis an elner 
Konzentration von 70^ug/ml Histetia praktisoh nicht hamo^y- ' 
tisoh TTirkt^ -wetirend frelee Rietatin in dieser EoDzentration 
bereitfi 70 ^i^e Hamolyee hervorruft. Aucb die hSmolytisohe 
Wirkung elner der im Eomplex gebundenen jj^-CB-Jaenge entspre- 
ohenden 15enge JS^-Cyclodeactrin irurde imtersucbt. Babei Tiiirde 
£ef tsndezL, da£ ^-CD in -Uberelnetinmuns mit Jbagaben aus der 
lAteratur bis zu einor Kons antra tion von a600^ug/ial keine 
HSmol^se verursacht* 

b) Komplox aus Amphotericin und ^ -(3D 

IHe hamolytisohe Wii-kung d±eseH KompXexee (her^eatellt 
geiaaB Bsispiel 5, Wirkstoffgehelt 0,6 ^urrde auf die unter 
a) an^egebene Weiee untersuclit. POr freies -Amphotericin B 
ergab sich ein Wert von SH^^ ^ 4,8yug/ml, was ebenfalls gut 
mit den literaturangaben tsa^^ • Hbereinstimmt. 
Der Xoaplex aus Amphotericin und y-CD veruraachte auch in 
einer als Wirkstoff berechneten Kon^entration von 25yug/ml 
nur eine 2,6 %ige HSiolyee, wahr end freles Amphotericin in 
dieser Konsentratlon bereita 92 >4 %ige H^oXyae hervoixuft. 

Herstellung von Polyenantibiotlkum- p^Qyclodextrin- 
Kompleze enthaltenden Arzneitnittelprfiparaten und PTlanzen- 
6 ohut zini tt ein 

Beispiel XO 

Puder mit 100 000 "lE/g Histatingehalt 
250 mg Hiatatin* ]J^*-C^olodextrin^Kotiiplex tierd^n tnit 
lalktim su 1 g erganzt (der Zoisaplex hat eine 'v^ioiojiiche AktivitEt von 

\ 
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400 Vtas)- 

Bolapiel 11 

Aiigen- bzw. Ohrentropf en mit 10 000 bzw. 30 000 B/ml 
KiBtatingehalt 

30 besiehunssweiae 70 mg Bistatin— JJ" -CD-Komplex, be- 
reitet durch steriles lyophilisieren eines homogenen Mediums 
von 400 lE/tng, werden mit Waaaer suf 1 ml «ufg6fiillt. Die 
Losung wird z^eckmaGig frisch bereitet. Bei Raumtemperatur 
gelagert ist ale innerhalb von 10 Tagen verwendbar Cmehr als 
70 % itoer Aictivitat sind auoh daim noch erhalten)- 

(Die Im Handel erhaltlichen Shnlichen Praparate entbal- 
ten daa Nlstatin in alkronisierter Porm. Znr Anwendung muB aua 
diesesn Pulver eine Suspension bereitet werden, die vor Idoht 
geschiitst im KmilaohrenJc zu lagsm ist. Trotsdem verliert sia 
den grcSflten Tail ihrer A3ctivit£t in einer Woche.) 

Beispiel 12 

Histatinsalbe cit 100 OOO XS/g Histatingehalt 
1 g HiBtatin- ^ -CD-Komplex (Aktivltfi^t 400 lE/mg) wird 
mit 3 g Bnguentma-Simplax-Salbe vertaiacht* 

Beispiel 13 

Kistatintabletten mit 200 000 IB/Tablette 
500 cig Fistatin-lj^-CD-Koiapleac (400 IS/mg) 
145 tog Xactose 
30 ag Xartoffelfltarka 
20 Eg Talicum 
5 ng Caloiums-fceaarat 
pro Tablei;te, Gesamtgairicht einer lablette : 700 mg 
Die Table tt en werden in an slch bekannter Weiae duroh tm- 
mittelbares Verprasaen hergestellt. 

Beispiel 14 

Scheidenzapf Chen mit 100 000 IS/Stiiclc 

250 cig Histetin- -CB-Komplex einer durchsohnittlichen 
Aktivitat von 400 IB/ag werden ait 2 g Adeps solidus (feates 
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Pett) od«r MasB« polyoxyaatheni ( Poly filthy lengly col) enthal- 
tender Supposltoriezimaase verarbeltet^ 

Beiaplel 15 

Amphoterioiu B enthaltende Injelctionslbstang mit 
5 beziehmagaweise 10 mg/ml Wirkstof fgehalt , zur Anwendung 
als liif tiBion 

700 beziebunsOTeise 1400 einss C,6 % Wirkstorf ent- 
haltendsn, unter steriien Bedingungen lyophilisiertan Ko(upl.?:.:-.-j 
aua Amphotericiji und >f-CD Trerden in Pulveracipullen gefullt* 
Zum AuflSsen des Praparates slnd 10 bezleJaungsweise 20 ml 
sterilea destilliertes Waaser notirendig* Zur Verwendung als 
Infuaion kann die Lcaiing aiit isotonlscher SalzlSsuug oder mit 
5 Jiger D?xtxD3elbsui]g uabescjiraakt verdtinnt werden, die Ge- 
f ahr der Niederschiagsbildaiig besteht nioht- 

3eiGpiel 16 

Eistatinlbsung fur Gewebekulturen zum Vermeiden ^pn 
PilzbeXall (10 GOO 3/al) 

25 cig iyophilisierter Nistatin- If -CD-Komplex der Akti- 
vitat von 400 S/mg iferden in 1 ml destilliertsEa Wasser gelost. 
Die auT dieae Weiae bereiteta Losung zeigte nach 10 Tagen 
lagerung bei Rauctemperatur, vor Licht r^iclit gesohutzt, noch 
etna Aktivitat von 7300 E/iol* In Genebekulturen Jfird anliangend 
von der Art der Kultur im allgemeinan eine Konzentration von 
10-500 B/cxl angewendet* Oieae Konzentration wird durch ent- 
sprechendea Verdiinnen der L&sung eingestellt. 

Beiaplel 17 

Anptiotericiji B enthaltende Lbgun^ XUr Gevebekulturen 
zum Yermeiden von Pilzbefall (250 tag/ml) 

630 Eg eines 0,8 ^ Wirkstofr anthaltenden Komplexea aua 
Amphotericin B und J^-CD werden vor der Anwendung nit destil- 
liertcQ Wasaer zu 20 eil LSgimg gelost, AbhSngend von der Arb 
der Gewebekultur betriigt lie angenendete Konzentration 5-50 
^ug/cl und «ird durch Verdiinnen mit Waseer eingestellt* 
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Bftlflplal 18 
Sactgulsbeismlttel. 

Rifftatln ale Tunglzld alt br«item Wlrkuis^BspaktnuL 
ergSnfit d«a Wlrkiangsapektrum Ton Bauooyl imd Csrbendazla 
in £;l{iaklloher Welse* Die gtfnstlga Summenwlrkuzig Uafi aiah 
auoh durah SrollandTenuoha beat&tlgen. £s wurde ;;edoah ble*- 
har n Qgsn selnar hocbgradlgen WaassrunlSsllohkelt imd aelnar 
Itietabillt&fe In n^lfirls^n SyBtemen fiir dlesazt Zireok nlcht 
elugesetzt. 

Pilr Saa-kgutbeizen empfohlene ZuaammTOaetsung: 
25 S6 Ristatdn- ^ -CB-Kotaplex gemBB Beisplel 4 

(10 S6 Wirkstoffgehalt, AktiTit&t: +50 S/mg) 
40 % Benoioyl 

35 % Trfiger- tmd Hllfsstoffe* 
Slases Praparat irlrd ±zi an slab bekazmte^r Valsa hergestellt. 
Aaf 100 g Saatgut reohnet man Torzugmelse etira 200 g dea 
. Pr&parat6s« 
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Pft t e3it anaprtiah* 

1. Mlt j^CyolodextrlA gebildet« Korapleze Ton ?q1;o2x- 
Antibiotik«« 

2, Plavof tmsl^-* r'*C^olodoztrln**£ompl«x. 
3 « Hia tat in- ^Cj olodoztrin-Komplei . 

4* iiBlihoterlclii--B-^*C^olodextrlii-*£oKpla3:, 

5» Verfahren zur Harstellung wasserlBsllcher imd 
stabll«r iblorcnantlbiotilcuai-DeriTate, daduroh gekenazeiohnei;, 
d:aB man In Wuaer begrenzt ISallohe boxiehtrnganeise praktiach. 
uslBsliohe Poljanantibiotlka unter Rilhren in Gegenwart Ton 
Wasser mit |['-CjQlodextrln uaset^t. 

7orf«ha?an naoli Anspruoh 5i daduroh gokennzeiohnet^ 
daS man all Antibiotlkum FlaTofuugin, Amphotericin B* Hiata- 
tin, Candiaid±n oder Pimarioin Teraendet. 

7* Terfahren naoh .Anapraoh 5 oder 6, daduroh gekena-* 
zeiobnety d«S man die -Polyenantibiotika mit auT 1 mMol J^tl- 
biotlkos gereohnet 3.^0 titltol )(^**C;olodeztrin in Gegenwart 
Ton 1-500 iza. Toraugsvelae 20-500 nl Yaaaer umaetzt^ Torzuga- 
weiae bei 25-55 **C imter &i!hren, und den ezlialtenen Anti«- 
biotlkum-^^-C^olodextrln-XoKplex gewthLachtesTalls iaoliert« 

8« Terfahran naoh einea dor Anaprtlaha 5*-7, daduroh 

gekennsalchnety dafi man die Pol^enantibiotika oit atif 1 fflMol 

JbatibiotikuoL goreohnet 1-40 ntMol J**Cjclodextrin in 1-50 ml 

einea 20-80 Tol.-^igen. vaaaamiaohbaren iKSaangamittels , Tor- 
m 

2Uga«elae Athanol, unter RtOtren besiehongavoiaa Kheten uo- 
aetst* 

9* Verl'ahren naoh einem der ina priiohe 5-8 » daduroh 
gakonnzeiohnetp dafi Juan den erhaltenen intibiotikum-^ •Cyolo- 
dextrin-Komplex duroh Irjophiliaieren, ZeratSabungatrooknanig, 
YakucuaeindmBpf en oder Vakuumtroolcnung bei niedriger Tenpera- 
tnr iaoliert. 
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10. A*wi«iMitt©lprap«r«t nit «ntlfua««l«r Wirknii«, 
Sekwtmseiohaat dtireh eineA Q«h«lt w i-ao a«w.-^ Polywianti- 
biotlkua^ |f -CyolodextrlA-XoBplvx. 

11» PflmnxeMohutMitteX mit «ntlfnng«l»r WlrkEing, 
£ekaijiselahn«t duroh elnan Oehalt ui 0,25-30 Ocw.-56 Polyen- 
•atiblc-fclkuB^ Y -C7alodextrln-Ib«pl«x, 

12. Zu««ts«toll Bit «itifixn««ler Wirkung fUr 0«««b«- 
kulturea sur T«rii«idij2i« Ton Piljisb.f.11, gekeanseicimet durcii ' 
alBea Gehalt an 0,02-5 ng/nl PolyBB«ntiblot±kmB-p-Cyelodextrln- 
Kemplax. 
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